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1 UVOD  
Virusi so biološki patogeni z gensko informacijo zapisano v 
DNA ali RNA, shranjeno v proteinskem plašču. Diplomsko 
delo opisuje življenjski cikel virusov, ki okužujejo bakterije,  
in mehanizme, s katerimi se bakterije branijo pred okužbami 
z njimi.  
Bakteriofag je sestavljen iz repa in glave. Glava ali kapsida 
ščiti virusno nukleinsko kislino v notranjosti (Slika 1). 
Dolge fibrile na repu omogočajo vezavo na tarčni receptor 
na gostiteljski celici, ki jo virus okužuje. Struktura vseh treh 
sestavnih delov virusa in njihova velikost pa močno variira 
med bakteriofagi (Weinbauer, 2003).  
 Življenjski cikel je sestavljen iz nekaterih osnovnih korakov, ki so skupni vsem 
prokariontskim virusom; adsorbcija, ločitev nukleinskih kislin od proteinskega plašča, 
ekspresija in podvajanje nukleinskih kislin, sestavljanje virusa, sprostitev in prenos virusa 
(Duckworth, 1987) (Slika 2).  
Adsorbcija bakteriofaga poteka v dveh korakih. Prvi je reverzibilna vezava na celično 
površino, v tem koraku se lahko virus še 'odloči', da celice ne bo okužil in se loči od celične 
površine. V primeru, da bo virus celico okužil, sledi drugi korak, v katerem poteče 
ireverzibilna vezava virusnih repnih fibril 
na receptor bakterijske celice. 
Po uspešni adsorbciji virus s pomočjo 
encimov na repu ali kapsidi povzroči, da 
postane celična stena propustna za virusno 
nukleinsko kislino, ki jo nato sprosti v 
celico. Kapsida virusa pa ostane izven 
celice. 
Virusna nukleinska kislina se lahko ob 
vnosu v celico vključi v kromosom 
gostiteljske celice ali pa ostane v 
citoplazmi.  
V vseh različnih skupinah virusov obstaja 
faza, kjer virusni genom obstaja v 
gostiteljski celici, vendar ne znotraj 
gostiteljskega genoma. V tej fazi poteka 
genska ekspresija, replikacija genoma in 
morfogeneza, katere ključna dela sta 
formacija virusnega genoma in kapside, ki 
se nato sestavita v virus. 
Slika 1: Zgradba bakteriofaga 
(Yap, 2016) 
Slika 2: Življenjski cikel virusov 
(Laibrie, 2010) 
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Bakteriofagi so zelo prilagojeni in specializirani 'naravni sovražniki' bakterij. Kjerkoli se 
bakterije namnožijo, se kmalu tam namnožijo tudi bakteriofagi (Seed, 2015). Da bi preživele 
stalni selekcijski pritisk bakteriofagov, so bakterije skozi evolucijo razvile različne obrambne 
mehanizme, ki delujejo v vsaki fazi življenjskega cikla bakteriofagov. Preko ko-evolucije pa 
se bakteriofagi tudi sami hitro prilagajajo bakterijskim obrambnim mehanizmom, kar vodi v 
neskončno tekmo za prevladovanje med bakterijami in njihovimi virusi. 
V nadaljnjih poglavjih bom v zaporedju poteka življenjskega cikla virusov opisal obrambne 
mehanizme bakterij za vsako stopnjo cikla. 
2 PREPREČITEV VEZAVE BAKTERIOFAGOV NA CELIČNO STENO BAKTERIJ 
Uspešna okužba bakterije z bakteriofagom se začne z adsorbcijo virusa na specifičen receptor 
na površini bakterijske celice (Slika 3B). Bakterije so se pred tem zaščitile s paleto obrambnih 
mehanizmov, ki jih je možno razporediti v tri kategorije: blokiranje receptorjev, na katere se 
bakteriofagi vežejo, izdelava izven-celičnega matriksa in produkcija kompetitivnih 
inhibitorjev (Labrie, 2010). 
2.1 BLOKIRANJE RECEPTORJEV 
Bakterije prilagodijo tridimenzionalno strukturo svojih receptorjev ali pa jih zamaskirajo z 
drugimi proteini, tako da omejijo razmnoževanje bakteriofagov. To močno zmanjša 
adsorbcijo bakteriofagov na tako zaščitene celice.  
Primer tega je obrambni mehanizem bakterije 
Staphylococcus aureus (Slika 3D). Ta 
proizvaja v celično steno zasidran virulenčni 
faktor imunoglobulin G (IgG) vezavni protein 
A, ki se veže na Fc fragment IgG. Funkcija 
proteina A je, da veže IgG protitelesa 
gostitelja, ki ga bakterija okužuje, vendar na 
tak način, da nevtrofilci teh protiteles ne 
prepoznajo, kar preprečuje fagocitozo 
bakterije.  Dokazali pa so tudi, da se 
adsorbcija fagov izboljša, ko bakterija 
proizvaja manj proteina A, kar kaže na 
njegovo funkcijo maskiranja vezavnega 
proteina za fage (Nordström, 1974). 
Mehanizem je poseben, ker adsorbcije fagov ne prepreči popolnoma, ampak jo le zmanjša. 
Iz bakterije se lahko izločajo spojine, ki blokirajo receptorje v membrani bakterijske celice, na 
katere se bakteriofagi vežejo (Slika 3C). Fag T5, ki okužuje Escherichio coli (E. coli), ima v 
svojem zapisu kodo za lipoprotein, ki blokira ferikrom-železove receptorje, na katere se ta 
virus veže. Geni, ki kodirajo lipoprotein, se začnejo izražati kmalu po okužbi in z blokiranjem 
receptorjev na površini celice preprečijo superinfekcijo. Superinfekcija je okužba celice z več 
virusi naenkrat, kar lahko preobremeni celico in onemogoči razmnoževanje fagov. Ob 
sprostitvi iz celice ti isti lipoproteini preprečijo nevtralizacijo novonastalih virusov. 
Slika 3: Blokiranje fagnih receptorjev (Labrie, 
2010) 
Jug O. Bakterijski obrambni mehanizmi pri okužbah z virusi. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
3 
 
Nevtralizacija bi potekla tako, da bi se novonastali virusi vezali na receptorje na membrani 
lizirane celice. Posledično bi svojo DNA izločili v mrtvo celico (Pedruzzi, 1998). 
F+ sevi E. coli pa uporabljajo svoje lipoproteine za zaščito pred okužbami. Izven-membranski 
protein TraT, ki ga plazmid F kodira, zamaskira ali spremeni prostorsko obliko izven-
membranskega proteina A (Slika 3A), ki je receptor za veliko bakteriofagov (Labrie, 2010).  
Bakterije Bordetella spp. v različnih fazah izražajo različne površinske receptorje, ker je to 
ključno za njihovo kolonizacijo in s tem preživetje. Produkcija velikega števila adhezinov in 
toksinov je v teh bakterijah regulirana z dvokomponentnim regulatornim sistemom BvgAS. 
Celice Bordetella spp. Bvg+ izražajo kolonizacijske in virulenčne faktorje, med drugimi 
adhezine in toksine, ki niso izraženi v Bvg- fazi. Pertacinski avto-transporter (Prn), receptor, 
na katerega se fagi vežejo, je izražen le v Bvg+ fazi, posledično je možnost infekcije Bvg- 
celic milijon-krat manjši kot pri Bvg+ celicah (Liu, 2002). Kljub odsotnosti receptorja pa je 
infekcija možna, kar kaže, da bakteriofag razvija metode, kako obiti pomanjkanje svojega 
primarnega receptorja. 
2.2 PRODUKCIJA IZVENCELIČNEGA MATRIKSA 
Produkcija strukturiranih izven-celičnih polimerov izboljša preživetje bakterij v različnih 
nišah. Ščiti jih pred neustreznimi okoljskimi pogoji in v nekaterih primerih tvori fizično 
prepreko med bakteriofagi in njihovimi receptorji (Slika 4). Nekateri fagi so se temu 
prilagodili tako, da prepoznajo te polimere in jih razgradijo s pomočjo hidrolaznih in liaznih 
encimov. Ti so pripeti poleg repa virusa ali pa so prosto raztopljeni, kot posledica lize 
okužene bakterije.  
Alginati so izvencelični polisaharidi, ki jih 
izločajo predvsem Pseudomonas spp., 
Aztobacter spp. in nekatere morske alge. Z 
raziskavami so ugotovili, da so bakterije vrste 
Aztobacter spp., ki izločajo alginate, bolj 
odporne na bakteriofage (Hammad, 1998). Fag 
F116, ki se specifično veže le na Pseudomonas 
spp., pa tvori alginat liazo, ki sproži disperzijo 
alginatnega matriksa in zmanjša njegovo 
viskoznost. 
Hialuronska kislina je aktivna komponenta 
kapsule patogenih streptokokov. Ta virulenčni 
faktor pomaga bakterijam, da se izognejo 
obrambnemu mehanizmu gostitelja. To doseže tako, da prepreči delovanje protiteles, 
komplementa in fagocitoze. Geni, ki kodirajo encime, ki razgrajujejo hialuron, pa so pogosta 
komponenta profaga, kakor imenujemo virusno DNA, vgrajeno v DNA gostitelja. Bakterije 
ga izkoriščajo, da z njim razgrajujejo gostiteljski hialuron, kar jim omogoča razširjanje med 
vezivna tkiva. Nekateri bakteriofagi, ki okužujejo te vrste bakterij, vsebujejo gene za encime, 
ki jim omogočajo prehajanje preko hialuronskega matriksa, ki ga tvorijo bakterije. 
Slika 4: Vpliv izven-celičnih polimerov na 
vezavo bakteriofaga (Labrie, 2010) 
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2.3 PRODUKCIJA KOMPETITIVNIH INHIBITORJEV 
Molekule, ki so naravno prisotne v okolju bakterij, se lahko specifično vežejo na 
bakteriofagne receptorje, kar jih naredi nedostopne za viruse. E. coli, na primer, uporablja 
FhuA receptor za prenos železa. Ta prenašalec pa je tudi receptor za vezavo različnih 
bakteriofagov. Poleg njih se nanj lahko veže tudi protimikrobna učinkovina mikrocin J25, ki 
konkurira nekaterim fagom za vezavo na ta receptor (Destoumieux-Grazon, 2005). Bakterije 
proizvajajo mikrocin J25 ob pomanjkanju hranilnih snovi v okolju. Njegova vloga je 
preprečitev rasti konkurenčnih sevov bakterij v okviru mikrobne kompeticije, poleg tega pa 
tudi preprečitev infekcije bakterije z bakteriofagi. 
3 PREPREČITEV VNOSA VIRUSNE DNA 
Če bakterijski celici ne uspe preprečiti vezave bakteriofaga na receptor na membrani, se v 
naslednjem koraku posluži superinfekcijskega izključitvenega sistema (Sie). Sistem Sie so 
proteini, ki preprečujejo vstop virusne DNA v gostiteljsko celico. To naredi te celice imune na 
določene fage. Za te proteine se sklepa, da so zasidrani v membrano ali povezani z 
membranskimi komponentami. Geni, ki kodirajo te proteine, so pogosta sestavna komponenta 
profaga. To nakazuje, da so ti sistemi v veliko primerih bolj povezani z interakcijami med 
fagi in ne med gostiteljem in fagom. Odkritih je bilo veliko sistemov Sie, vendar so bili le 
redki karakterizirani (Labrie, 2010). 
3.1 SISTEMI SIE V GRAMNEGATIVNIH BAKTERIJAH 
Gramnegativne bakterije imajo zunaj celične membrane tanko plast peptidoglikana, preko nje 
pa še eno fosfolipidno membrano, ki vsebuje porine in lipopolisaharide. 
Slika 5: Sistemi Imm in Sp gramnegativnih bakterij (Labrie, 2010) 
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Kolifag T4, kot predstavnik dobro raziskanih virulentnih fagov, ima dva Sie sistema; Imm in 
Sp (Slika 5). Ti sistemi povzročijo inhibicijo vnosa DNA v celico, kar prepreči poskuse 
okužbe že okužene celice s strani drugih bakteriofagov podobnih T. Sistema Imm in Sp 
delujeta ločeno in imata različne mehanizme delovanja. Raziskave delovanja proteina Imm so 
težavne, ker je ta v velikih količinah toksičen za bakterijsko celico. Znano je, da protein 
vsebuje več domen, ki mu omogočijo vezavo v bakterijsko membrano, ampak na podlagi 
raziskav sklepajo, da niso nujne za njegovo prisotnost v membrani. Ta naj bi bila pogojena z 
nekim drugim proteinom v membrani, na katerega se Imm lahko veže. Ker protein Imm 
povzroči imunost celice na bakteriofage tipa T tudi pri zelo nizki transkripciji njegovega gena, 
ne more delovati kot zaščita na vseh receptorjih na površini bakterijske celice. Prišli so do 
sklepa, da Imm prepreči prenos virusne DNA v bakterijsko citoplazmo tako, da spremeni 
konformacijo mesta prenosa (Lu, 1993). Membranski protein Sp inhibira delovanje lizosoma 
T4, ki je pripet na koncu repa virusa. Funkcija lizosoma T4 je razgradnja peptidoglikanov, kar 
omogoči virusu dostop do membrane bakterijske celice. Z inhibicijo delovanja Sp preprečuje 
razgradnjo peptidoglikanov in posledično vnos virusne DNA (Lu, 1994). 
Profag P22 v Salmonella typhimurium vsebuje dva sistema preprečevanja okužbe; SieA in 
SieB. Sistem SieB je povezan z avtoproteolizo bakterijske celice, zato ga ne bom opisoval v 
tem poglavju. Protein SieA, velikosti 18,8 ali 18,3 kDa, je kodiran med genoma mnl in 16. 
Delovanje ni popolnoma znano. Fagi se na receptorje bakterijske celice ob izražanju proteina 
SieA lahko vežejo, vendar njihova DNA ne preide v citoplazmo. Ob produkciji proteina SieA 
v E. coli pa so ga zaznanli v membranski frakciji. Oboje kaže, da SieA preprečuje vstop 
virusne DNA v gostiteljsko celico (Hoffer, 1995). 
Eden od manj poznanih obrambnih sistemov je sistem Sim. Prehod v aktivno obliko je 
pogojen s procesiranjem na N-terminalnem koncu molekule, po translaciji proteina. Končni 
protein Sim dokazano povzroči odpornost bakterije na viruse tipa P1, c1, c4 in vir mutante. 
Natančen mehanizem delovanja proteina Sim ni znan, znano pa je, da prisotnost proteina Sim 
ne prepreči vezave virusov na membrano celic ali transformacije bakterijskega genoma z 
virusno DNA. Ker pa kljub temu povzroči odpornost bakterijske celice na virus, sklepajo, da 
je njegova funkcija preprečitev vstopa DNA v celico (Kliem, 1989). 
Bakteriofagi HK97 kodirajo protein gp15, ki specifično prepreči infekcijo teh virusov in 
virusov HK75. Na hibridne viruse (HK97/022) nima vpliva, kljub temu, da ti uporabljajo isti 
receptor za vezavo kot HK97 (LamB). Zanimivo pri tem proteinu je, da se ta dva tipa virusov 
(HK97 in HK75) vežeta vsak na svoj receptor. HK75 se veže na receptor FhuA, HK97 pa na 
receptor LamB. Na podlagi tega sklepajo, da se protein gp15 veže na rep bakteriofaga, ko se 
ta pripne na celico, in tako prepreči prenos DNA. Zaradi značilne funkcije zaustavljanja 
okužbe po uspešni adsorbciji virusa na bakterijo, tudi ta protein spada v skupino Sie, vendar 
ni prisotne nobene homologije s proteini Sie njegove skupine (Cumby, 2012). 
3.2 SISTEMI SIE V GRAMPOZITIVNIH BAKTERIJAH 
Grampozitivne bakterije imajo na zunanji strani membrane debelo plast peptidoglikana, ki jo 
morajo virusi prečiti za vnos svoje DNA v celico. 
Večina sistemov Sie pri grampozitivnih bakterijah je bila najdena v Lactococcus lactis (L. 
lactis), vrsti, ki se v industriji uporablja za fermentacijo mleka. Ta sistem je zelo razširjen 
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med različnimi sevi. Nekateri delujejo podobno kot zgoraj opisani primeri; z maskiranjem 
vezavnih mest proteinov. Najbolj raziskani tu so sistemi Sie2009, ki so bili odkriti v virusni 
DNA profaga Tuc2009. 
Čeprav sistemi Sie med sevi Lactococcus lactis, ne kažejo velike homologije, delujejo proti 
skupnemu cilju selektivne zaščite bakterijske celice pred virusi tipa 936 Ti so najpogostejša 
skupina virusov, ki ogrožajo to vrsto. Proteini Sie so si podobni v tem, da so majhni proteini s 
hidrofobnim N-terminalnim koncem in imajo eno ali dve transmembranski domeni. Kot vsi 
sistemi Sie do zdaj, izvira ta sistem iz virusov samih, ki skušajo s tem preprečiti 
superinfekcijo gostiteljske celice. Od tod lahko izvira njihovo specifično delovanje, saj je 
možno, da ti sistemi delujejo na tiste faktorje v gostitelju, ki so potrebni za infekcijo 
prvotnega virusa. Točke delovanja teh Sie sistemov bi lahko bili virusi sami ali maskiranje 
mest, na katera se vežejo. Kot pri ostalih sistemih v sklopu je znano, da prisotnost teh 
komponent ne preprečuje adsorbcije virusov na membrano bakterije. Selektivnost Sie 
sistemov je tako močna, da razlikujejo tudi med virusi znotraj iste skupine. To pomeni, da je 
receptor za viruse tipa 936 malo verjetna tarča Sie sistemov, ker je enak za vse bakteriofage v 
tej skupini. Vezavno mesto je verjetneje na repnih proteinih virusa, ker ti igrajo ključno vlogo 
pri prenosu DNA v bakterijsko celico. Za razliko od receptorjev, na katere se virusi vežejo, se 
repi virusov znotraj skupine razlikujejo, kar bi omogočilo selektivnost teh Sie sistemov 
(Mahony, 2008). 
Gen Ltp je ostanek virusa TP-J34 znotraj genoma Streptococcus thermophilus (S. 
thermophilus). Kodira lipoprotein, ki ovira okužbo z bakteriofagi. Ne blokira adsorbcije 
virusa, vendar ovira sprostitev DNA in prenos le-te v gostiteljsko celico. Vnos DNA verjetno 
prepreči tako, da zamaskira protein v membrani, ki je odgovoren za prenos virusne DNA. 
Lahko pa se veže na fag, ki je vezan na membrano bakterijske celice. V slednjem primeru 
lahko Ltp z vezavo prepreči pravilno vezavo vrha repa v citoplazemsko membrano in 
aktivacijo kaskade. Normalno kaskada poteče ob vezavi bakteriofaga na citoplazemsko 
membrano in aktivira sistem sproščanja DNA iz virusa. Protein Ltp le delno prepreči vezavo 
bakteriofagov in ne naredi celic popolnoma imunih. Verjetno je njegova naloga, da le 
upočasni okužbo in je ne prepreči. Protein Ltp je poseben tudi z vidika, da preprečuje 
infekcije različnih virusov pri različnih bakterijskih vrstah (Sun, 2006). V vrsti S. 
thermophilus vnosa DNA ne prepreči, le močno upočasni. V L. lactis pa je proces lize in 
formacije bakteriofagov v celici pri infekciji s P008 popolnoma preprečen. 
4 RAZREZ VIRUSNE NUKLEINSKE KISLINE 
Naslednja stopnja v okužbi bakterijske celice z bakteriofagom je prečkanje virusne DNA 
preko celične membrane. Ko virusna DNA prečka membrano celice, jo bakterija skuša 
razrezati preden se vgradi v genom in začne s podvojevanjem. Velika večina bakterij za razrez 
tuje DNA uporablja restrikcijsko-modifikacijske (R-M) sisteme, katerih osnovna naloga je, da 
ščitijo celico pred invazivno DNA, tudi virusno. 
Bakterija prepozna tujo DNA po metilacijskem vzorcu. Celice namreč svojo DNA 'označijo', 
da jo ločijo od tuje DNA, ki vstopi v celico, tako da na njo vežejo metilne skupine v 
določenem vzorcu. Ta se imenuje vzorec metilacije in se med vrstami razlikuje. Sistem R-M 
tako deluje na principu razločevanja metilacijskih vzorcev. Če nemetilirana bakterifagna 
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DNA vstopi v celico, ki ima aktiven sistem R-M, jo bo prepoznal restrikcijski encim in jo 
razrezal. Lahko pa jo metilira bakterijska metilaza in jo s tem zaščiti pred degradacijo (Slika 
6). V nekaterih primerih  je namreč za bakterijo ugodno, da sprejme tujo DNA, ki jo dobi 
preko horizontalnega prenosa s strani druge bakterije. V tem primeru deluje metilaza, ki tujo 
DNA zaščiti pred degradacijo. Usoda virusne DNA je tako odvisna od hitrosti delovanja teh 
dveh encimov. Ker je restrikcijski encim pogosto bolj aktiven od metilaze, je bakteriofagna 
DNA pogosto razrezana, gostiteljeva DNA pa je vedno zaščitena zaradi aktivnosti metilaze. 
Če pride do metilacije virusne DNA, bodo tudi nove kopije virusne DNA imele gostiteljev 
vzorec metilacije. S tem bodo zaščitene pred delovanjem R-M sistema tako gostiteljske kot 
vseh celic, ki imajo isti R-M sistem (Labrie, 2010). Osnovni princip delovanja sistemov R-M 
je enak pri vseh vrstah, se pa razlikujejo glede na restrikcijske encime, ki jih uporabljajo. Na 
podlagi teh jih delimo v 4 tipe: I, II, III in IV. 
4.1 TIP I 
Osnovne karakteristike sistemov R-M tipa I so, da so to encimski kompleksi, sestavljeni iz 
več enot, ki delujejo kot en proteinski kompleks. Navadno vsebujejo dve restrikcijski 
podenoti (krajšano R), dve metiltransferazni podenoti (krajšano M) in eno podenoto S. 
Podenota S je specifična podenota, ki določa na katero sekvenco DNA se bo protein vezal. 
Podenota R je esencialna za rezanje DNA, podenota M pa katalizira metilacijo. Ko encimi 
tipa I delujejo na nemetiliranih DNA, je njihova funkcija predvsem restriktivna, obstaja pa 
tudi majhna možnost, da bodo metilirali DNA verigo. Ob rezanju DNA porabljajo ATP. 
Rezanje DNA poteka na variabilnih mestih izven mesta vezave encima. Biokemična narava 
koncev DNA, ki jih ti kompleksi producirajo, ni znana. Nasprotno delovanje poteče v primeru 
delno metiliranih substratov. Ti substrati so molekule DNA, ki imajo le eno od dveh verig 
Slika 6: Delovanje R-M sistemov (Tock, 2005) 
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metilirano, kar se zgodi takoj po podvojitvi povsem metilirane DNA. V tem primeru 
prevzame kompleks metilazno funkcijo s pomočjo dveh M in ene S podenote (Tock, 2005). 
Za vir metilne skupine uporabi S-adenozinmetionin (AdoMet).  
4.2 TIP II 
Encimi tipa II prepoznajo specifično DNA zaporedje in režejo na ustaljenih mestih blizu 
vezavne sekvence ali na njej. Z rezom vedno tvorijo 5'-fosfatne in 3'-hidroksi konce. Pogosto 
za delovanje potrebujejo kofaktor Mg2+ ion. Nekateri pa imajo tudi bolj neobičajne 
kofaktorje. Lahko delujejo kot monomeri, dimeri ali celo tetrameri. Navadno delujejo ločeno 
od svoje metiltransferazne enote, ki delujejo kot monomeri in prenašajo metilno skupino iz S-
adenozil-L-metionina neposredno na dvoverižno DNA. Zaradi potenciala uporabe teh 
encimov v tehnologiji rekombinantne DNA jih je bilo raziskano preko 3500. Nekateri tipi 
prepoznajo palindromske sekvence DNA in režejo znotraj njih simetrično. Drugi režejo izven 
svoje navadno asimetrične sekvence. Tretji režejo na obeh straneh svoje vezavne sekvence. 
Nekatere aktivira AdoMet, spet drugi reagirajo z dvema kopijama svoje vezavne sekvence itd. 
Te dodatne vrste encimov so posledično razvrstili v podskupine Tipa II. Ker so nekateri 
kriteriji teh skupin osnovani na podlagi sekvence, ki jo encim reže, drugi pa na podlagi 
strukture encima, lahko spadajo nekateri tudi v več kot eno skupino (Tock, 2005): 
- A ima asimetrično vezavno sekvenco; 
- B reže na obeh straneh vezavnega mesta; 
- C ima simetrično ali asimetrično vezavno mesto in ima R in M funkciji v enem 
polipeptidu; 
- E ima dve tarči, od katerih je ena razrezana, druga pa deluje kot efektor; 
- F ima dve tarči in obe koordinirano razreže; 
- G ima simetrično ali asimetrično tarčo in je občutljiv na AdoMet; 
- H ima simetrično ali asimetrično tarčo in gensko strukturo podobno Tipu I; 
- M je podtip IIP ali IIA in potrebuje metilirano ciljno sekvenco za delovanje; 
- P ima tako tarčo kot mesta rezanja simetrična; 
- S ima asimetrično tarčo in mesta rezanja; 
- T tarče so simetrične ali asimetrične, R geni pa so heterodimerni. 
4.3 TIP III 
Sistemi tipa III so sestavljeni iz dveh genov; mod in res. Gena kodirata proteinske podenote, 
ki delujejo pri prepoznavanju DNA, njeni modifikaciji ali restrikciji. Obe podenoti sta 
potrebni za restrikcijo. Za delovanje potrebujeta hidrolizo ATP. Za cepitev DNA se mora 
encim vezati na dve kopiji ne-palindromične sekvence. Mesti vezave morata biti v obratni 
orientaciji v substratni molekuli DNA. Rezanje DNA poteče z od ATP-odvisno translokacijo 
DNA, podobno kot pri tipu I. Encimi režejo le eno verigo DNA. Rez naredijo na določeni 
oddaljenosti stran od svoje vezavne sekvence. Podenota M lahko metilira DNA ločeno od 
podenote R in vedno pride le do delne metilacije (Tock, 2005). 
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4.4 TIP IV 
Sistemi tipa IV so sestavljeni iz enega ali dveh genov, ki kodirata proteine, ki lahko režejo le 
modificirano DNA. DNA je lahko metilirana, hidroksimetilira ali glukozil-hidroksimetilirana. 
Njihove vezavne sekvence še niso bile natančno določene. Izjema je encim EcoKMcrBC, ki 
reže na točni oddaljenosti 30 bp med začetnim in končnim dinukleotidom, ki je sestavljen iz 
purinskega nukleotida, ki mu sledi metiliran citozin. Razdalja med dvema dinukleotidoma je 
lahko med 40-3000 bp (Pingoud, 2004). 
5 CRISPR-Cas 
Vsi do sedaj opisani mehanizmi obrambe bakterijskih celic pred virusnimi okužbami so 
prirojeni. Sistem CRISPR-Cas pa je edini pridobljen. 
Genomi skoraj vseh arhej in približno polovice bakterij (CRISPRs…, 2017) vsebujejo skupke 
enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (ang. 'Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats') ali CRISPR. Sekvence in dolžine CRISPR variirajo, a 
imajo vse enak vzorec izmenjavanja ponovljivih in vmesnih sekvenc (ang. 'spacer') (Slika 7). 
Leta 2005 so odkrili, da so nekateri vmesniki identični mobilnim genskim elementom (MGE), 
ki vključujejo viruse in plazmide. Opazili so tudi pozitivno korelacijo med prisotnostjo 
Slika 7: Delovanje CRISPR-Cas (Oost, 2014) 
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virusnih vmesnikov v CRISPR sekvenci gostitelja in odpornostjo tega gostitelja na virus, iz 
katerega ti vmesniki izvirajo. To je vodilo do hipoteze, da je CRISPR sistem obrambni 
mehanizem, ki ščiti celico pred invazivnimi nukleinskimi kislinami (Bolotin, 2005). Hipotezo 
so preverili z različnimi poskusi, povezanimi z izpostavitvijo bakterijske celice fagom. 
Pokazalo se je, da lokus CRISPR pridobi fragmente invazivne DNA in da ti vmesniki 
omogočajo sekvenčno specifično odpornost na posamezen fag. Odkrili so tudi gene cas, ki 
nosijo zapis za nukleazo in so ključni za ta proces (Oost, 2014). 
Dodatne raziskave so pokazale, da adaptivna imunost, uravnavana preko sistema CRISPR, 
poteka v štirih funkcionalno ločenih stopnjah: pridobivanje novih vmesnikov (poznano kot 
faza pridobivanja), transkripcija zaporedja CRISPR, procesiranje transkriptoma v manjše 
CRISPR RNA, imenovane tudi crRNA (poznano kot ekspresijska faza) in crRNA-usmerjeno 
rezanje invazivne DNA s pomočjo Cas nukleaz (imenovano interferenčna faza) (Slika 7).  
5.1 RAZNOLIKOST SISTEMOV CRISPR-CAS 
Sistemi CRISPR-Cas so zelo raznoliki, verjetno zaradi hitrega razvoja adaptivnega imunskega 
sistema, ki je posledica močnih selekcijskih pritiskov, povzročenih s strani invazivnih MGE. 
Začetne primerjave v CRISPR lokusih so razkrile, da obstajajo velike razlike v zaporedjih 
CRISPR med vrstami. Enako velja tudi za sekvence genov cas in strukturo cas operonov. Na 
podlagi teh razlik so CRISPR-Cas sisteme razdelili v tri glavne skupine, ki so nadalje 
razdeljene v več podtipov. Vsaka skupina ima svoj tipičen protein Cas: sistemi tipa I 
vsebujejo nukleazo-helikazo Cas3, sistemi tipa II so definirani z nukleazo Cas9 in sistemi tipa 
III vsebujejo Cas10 (Slika 8), ki je velik protein neznane funkcije. Tipa I in III delujeta 
podobno, kar bi lahko pomenilo sorodnost. Sistemi tipa II pa so filogenetsko in strukturno 
popolnoma drugačni (Oost, 2014). 
Za uspešno vezavo in razrez invazivne nukleinske kisline crRNA in proteini Cas tvorijo 
kompleks crRNP, katerega poimenovanje je odvisno od njegove sestave. Sistemi tipa I-A do 
Slika 8: Raznolikost CRISPR-Cas (Oost, 2014) 
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tipa I-F v vezavi s crRNA tvorijo komplekse imenovane Cascade (ang. 'CRISPR-associated 
complex for antiviral defense'). Sistemi tipa II (tip II-A, tip II-B in tip II-C) so znani kot Cas9 
kompleksi. Kompleksi tipa III-A in crRNP so znani kot Csm kompleksi, sistemi tipa III-B pa 
kot Cmr kompleksi (Slika 8). Podrobneje bom sestavo posameznih kompleksov opisal v 
nadaljevanju (Oost, 2014).  
CRISPR-Cas sisteme tipa I in tipa III lahko najdemo tako v bakterijah kot arhejah, medtem ko 
sisteme tipa II, lahko tudi v kombinaciji s katerim drugim sistemom, najdemo le v bakterijah. 
Zanimivo je tudi to, da so CRISPR-Cas sistem našli tudi že v virusnih genomih in plazmidih 
(Seed, 2013), kar sovpada s filogenetičnimi študijami, ki kažejo, da so ti sistemi pogosto del 
izmenjave v horizontalnem prenosu genov. 
Ne glede na njihovo raznolikost je možno vse proteine Cas razporediti v 4 funkcionalne 
kategorije: nukleaze in rekombinaze, ki so ključne za pridobivanje vmesnikov, ribonukleaze, 
ki katalizirajo procesiranje crRNA, proteine, ki sestavijo RNA vodila v crRNP kompleks, in 
nukleaze, ki so odgovorne za uničenje DNA in RNA tarč. 
5.2 PRIDOBIVANJE NOVIH VMESNIKOV 
Pridobivanje novih vmesnikov poteka na vodilni verigi (5' koncu DNA). Ker vedno poteka na 
istem koncu, pomeni, da so vmesniki vedno v kronološkem vrstnem redu. Tega lahko 
pokvarijo zamenjave ali izgube vmesnikov, ki so posledica spontane rekombinacije. 
Prvi korak v pridobivanju novih vmesnikov je prepoznavanje in fragmentacija invazivne 
nukleinske kisline (Slika 7). Leta 2013 opravljena študija kaže na povezavo med sistemoma 
R-M in CRISPR-Cas (Dupuis, 2013). Fragmenti invazivne DNA, ki jih producira sistem R-M, 
so potencialni substrati za pridobivanje vmesnikov. Ustrezne vmesnike CRISPR-Cas določa s 
prepoznavanjem specifičnih motivov povezanih s proto-vmesniki (ang. 'protospacer adjacent 
motif') ali PAM. Odkriti pa so bili že virusni mutanti, ki zaobidejo sistem CRISPR-Cas z eno 
zamenjavo nukleotida v PAM regiji ali sosednjih regijah (Deveau, 2007). Prepoznavanju 
PAM sledi procesiranje substratov DNA v prekurzorje vmesnikov ustrezne dolžine. Po 
odprtju vodilne verige DNA v genomu bakterijske celice se vanj integrira nov vmesnik v 
specifični od PAM-odvisni orientaciji (Swarts, 2012). Poleg DNA, pridobljene iz MGE, se 
lahko v CRISPR vgradijo tudi vmesniki iz kromosomske DNA bakterije ali arheje. Za celico 
je to toksično, zato je v takih primerih pogosto sistem CRISPR-Cas neaktiven oz. so elementi 
PAM modificirani. Pridobivanje kromosomskih vmesnikov lahko poteka v odsotnosti 
proteinov Cas, ki so potrebni za razrez DNA, vendar pa je učinkovitost 100x manjša v 
primerjavi s pridobivanjem MGE-vmesnikov. To dokazuje, da sistem CRISPR-Cas lahko 
razlikuje med invazivno in celici lastno DNA: neposredno, preko neznanega mehanizma, ali 
posredno, preko drugih sistemov, predvsem R-M (Oost, 2014). 
Osnovni mehanizem prilagajanja CRIPSR je enak in ohranjen med vsemi sistemi CRISPR-
Cas. Dokaz so strogo ohranjena zaporedja encimov Cas1 in Cas2, katerih funkcija je 
integracija novih vmesnikov, v vseh CRISPR sistemih (Slika 8). Kljub odkritju, da hkratna 
ekspresija obeh proteinov omogoči pridobivanje vmesnikov, natančen mehanizem poteka še 
ni znan. Cas1  je endonukleaza, ki potrebuje kovinski kofaktor za delovanje in je sposobna 
cepiti dvoverižno (dsDNA), enoverižno (ssDNA) ali razvejano zaporedje DNA. Cas2 je 
nukleaza, ki za delovanje tudi potrebuje kovinski ion. Nekateri proteini te skupine so 
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endoribonukleaze, drugi pa so katalizatorji razreza dsDNA, kar nakazuje da so 
deoksiribonukleaze (Nam, 2012). 
5.3 IZRAŽANJE ZAPOREDJA CRISPR  
Izražanje je bilo prvič opisano v arhejah Archaeoglobus fulgidus (Tang, 2002) in S. 
solfataricus (Tang, 2005).  
Posledica transkripcije zaporedja CRISPR je dolg prekurzorski prepis (pre-crRNA) (Slika 7). 
Primarno procesiranje pre-crRNA vključuje endoribonukleolitičen razrez  znotraj ponovljivih 
sekvenc. Tega izvajajo homologi Cas6 ali RNaze III. Slednje je okrajšava za dimerne 
endoribonukleaze, ki režejo dsRNA, prisotne pri CRISPR mehanizmu tipa II. 
Sistemi tipa I in tipa III vsebujejo Cas6-podobne nukleaze za procesiranje pre-crRNA (Slika 
8), ki za delovanje ne potrebujejo kovinskih ionov. crRNA, ki je procesirana iz pre-crRNA, se 
začne z zadnjimi 8 bazami ponovljive sekvence na 5' koncu zaporedja CRISPR in konča z 
manj definiranim 3' koncem. Med njiju pa je vstavljena celotna sekvenca vmesnika. Natančno 
katalizo na 5' koncu omogoča palindromično zaporedje DNA med vmesniki. Ob prepisu v 
enoverižno pre-crRNA ta palindromska sekvenca tvori zanko, ki omogoča vezavo proteinov 
Cas (Bronus, 2008). 
Lokus CRISPR poleg operona cas pri tipu II vsebuje gen, ki kodira transaktivno crRNA 
(tracrRNA). tracrRNA vsebuje sekvenco, dolgo 25 nukleotidov, ki je komplementarna 
ponovljivi regiji transkripta pre-crRNA. Parjenje baznih parov teh dveh zaporedij tvori 
dvoverižno regijo, ki jo prepozna in razreže vzdrževalna ribonukleaza, imenovana RNaza III 
(Slika 8). Cas9 je potreben za primarno procesiranje crRNA, najverjetneje za vezavo in 
pripravljanje molekule RNA za razrez z RNazo III. Po procesiranju z RNazo III pa ostane 
Cas9 vezan na zaporedje. 5' konec vmesnika crRNA je odrezan s pomočjo neznane nukleaze. 
Rezultat je 20 nukleotidov dolg vmesnik. Zrel hibrid crRNA-tracrRNA je potreben za 
uspešno interferenco tarče (Oost, 2014). 
5.4 SESTAVLJANJE KOMPLEKSA crRNP  
Zrele crRNA se povežejo s proteini Cas in tvorijo stabilen crRNP kompleks (Slika 9). Sistemi 
tipa I tvorijo več-proteinski kompleks, imenovan Cascade. Proteini povezani s crRNP tipa III 
so filogenetično drugačni od teh v sistemu tipa I, vendar  študije iz leta 2013 kažejo, da je 
med njima kar nekaj strukturnih podobnosti (Staals, 2013). Nasprotno je crRNP kompleks 
tipa II sestavljen samo iz encima Cas9.  
Jedro crRNP kompleksa tipa I tvorijo proteini Cas5, Cas6, Cas7 in ena molekula crRNA ter 
dve slabše povezani podenoti; Cse1 in Cse2 (Slika 9). V kompleksih tipa I-C in I-F pa je 
prisoten tudi Cas8. Proteinska struktura je v obliki morskega konjička, kjer sta 3' in 5' konca 
crRNA zasidrana na nasprotnih koncih kompleksa. Razvit vmesnik poteka ob spiralni osnovni 
verigi proteina, ki je sestavljena iz šestih proteinov Cas7. 
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Struktura kompleksa Cas9 tipa II ima dva razločljiva režnja. α-spiralni reženj ima osnovno 
funkcijo koordinacije RNA vodila. Nukleazni reženj pa je odgovoren za prepoznavo PAM in 
razrez tarčne DNA. Ob vezavi sgRNA (ang. 'single-guide RNA') se režnja reorientirata tako, 
da tvorita osrednji kanal, v katerega se lahko veže DNA (Oost, 2014). 
 
Kompleksi tipa III se delijo na podskupini A in B. Obe imata osnovno verigo proteina 
sestavljeno iz več podenot in je morfološko podobna verigi Cas7 kompleksa Cascade (Slika 
9). Tip III-A ima podenoto Csm3, III-B pa Cmr4. Kristalna struktura Csm3 je pokazala, da je 
strukturni homolog Cas7. Kompleks Cmr ima crRNA verigo v podobnem položaju znotraj 
encima kot Cascade. Večje podenote kompleksa tvorijo Cas10, ki so homologni Cas8.  
Podobno kot se Cas8 povezuje s Cas5 blizu 5' konca crRNA v Cascade kompleksu, se v 
kompleksu tipa III povezuje Cas10 s Cas5 homologom Csm4. Podobnosti med crRNP 
sistemoma I in III kažejo na analogno vlogo kompleksov (Oost, 2014). 
5.5 INTERFERENCA S TARČO 
Vezava različnih kompleksov crRNP na tarčne MGE povsod poteka v podobnih korakih. 
Kompleks crRNP loči lastno in tujo DNA in poišče proto-vmesnik, komplementaren lastni 
crRNA. Nato poteče povezovanje 8-9 baznih parov proto-vmesnika tuje DNA in vmesnika 
crRNA (Slika 10). Temu sledi povezovanje vse več baznih parov obeh verig do končne 
vezave po celotni verigi. Hibridizacija crRNA na tarčni verigo tvori R-zanko, ki sproži 
strukturno konformacijo v kompleksu crRNP. Sprememba strukture deluje kot signal za 
aktivacijo trans-aktivne nukleaze (v tipih I in III-A) ali aktivacijo značilne nukleazne 
aktivnosti (tipa II in III-A) (Wiebenheft, 2012).  
Pregledovanje invazivne DNA je močno odvisno od nespecifičnih interakcij med crRNP in 
invazivno DNA. V sistemih tipa I ima osrednjo vlogo Cse1 podenota Cascade kompleksa. Ta 
je ključna tudi za preprečitev avtoimunskega odziva, saj onemogoča vezavo invazivne DNA 
na crRNA kompleks, dokler ne pride v stik s sekvenco PAM. Ko prepozna PAM, destabilizira 
dvoverižno DNA in tako omogoči vezavo s crRNA. Mutirane tarče, kjer ujemanje med 
Slika 9: Sestava crRNP kompleksov (Oost, 2014) 
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vmesnikom in proto-vmesnikom ni popolno, se navadno izognejo detekciji s Cascade (Künne, 
2013). V primeru prepoznave PAM in uspešne vezave vmesnika na tarčo pride do tvorbe R-
zanke, ki jo stabilizira protein Cse2. Temu sledi močna konformacijska sprememba Cascade 
in lokalno ukrivljanje tarčne DNA. Strukturne spremembe rekrutirajo nukleaza-helikazo 
Cas3, ki se veže na Cascade kompleks. Od ATP-odvisna helikazna aktivnost Cas3 v 
kombinaciji z od kovinskega iona odvisno nukleazno aktivnostjo katalizirata popolno 
degradacijo tarčne DNA. Po začetnem endonukleolitičnem razrezu ob R-zanki se 
eksonukleazna aktivnost nadaljuje v smeri 3' proti 5'. Druga DNA veriga je izpostavljena 
endo- in eksonukleazni degradaciji.  
 
Interferenčni mehanizem sistemov tipa II se popolnoma razlikuje od mehanizma sistemov tipa 
I in III. Pri tipu II interferenco izvaja kompleks Cas9-RNP. Ta je sestavljen iz encima Cas9 in 
dveh molekul RNA; crRNA in tracrRNA. Vezava sgRNA sproži tvorbo centralnega kanala v 
proteinu Cas9. V ta kanal se veže tarčna DNA. Kompleks Cas9-RNA pregleda DNA za 
motive PAM. Identifikacija deluje podobno kot pri tipu I. Kompleks prepozna motive PAM, 
kar omogoči vezavo invazivne DNA na crRNA fragment. Cas9 preide v funkcionalno obliko 
Slika 10: Inerferenca različnih CRISPR-Cas sistemov (Oost, 2014) 
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za razrez DNA in s svojo značilno nukleolitično aktivnostjo razreže DNA. Endonukleazno 
aktivnost katalizirata dve aktivni mesti na nukleaznem režnju. Aktivno mesto HNH razreže 
DNA, vezano na crRNA, nukleazna domena RuvC pa veže drugo verigo invazivne DNA. 
Rezultat interference s Cas9 je popoln dvoverižni konec na določenem mestu v verigi, in sicer 
navadno 3 nukleotide od 3' proto-vmesnika.  
Csm kompleksi tipa III-A so navadno sestavljeni iz petih ločenih proteinov (Csm1-Csm5) in 
crRNA. Podrobnosti mehanizma zaznave komplementarnih proto-vmesnikov crRNP tipa II 
niso znane, medtem ko sistem tipa III-A razlikuje med lastno in tujo DNA na podlagi 
elementov PAM s pomočjo proteinu Cas10 podobnega proteina Csm1. In vitro interferenca za 
čisti Csm kompleks še ni bila odkrita. Genetske analize kažejo, da je za interferenco potreben 
še dodaten protein Csm6 (Deng, 2013).  
Cmr kompleksi sistemov tipa III-B so sestavljeni iz šestih ločenih proteinov (Cmr1-Cmr6). 
Med sistemi CRISPR-Cas izstopajo po tem, da je njihova tarčna molekula RNA in ne DNA. 
RNA tarčo kompleks razreže na 4-5 določenih mestih. Razrezi potekajo zaporedoma v 
intervalih po šest nukleotidov, v smeri 3' proti 5'. Enakomerna razporeditev rezov kaže, da je 
na osrednji proteinski verigi kompleksa več katalitičnih mest. Reze torej lahko katalizira 
Cmr4 podenota kompleksa (Oost, 2014). 
6 TOKSIN-ANTITOKSIN IN SISTEM ZAUSTAVITVE INFEKCIJE  
Poleg vseh do sedaj opisanih sistemov lahko 
bakterije za zaustavitev razmnoževanja faga 
uporabljajo tudi sistem celičnega samomora., da 
zaustavijo razmnoževanje faga. Ti sistemi so 
splošno kategorizirani kot post-infekcijski 
obrambni mehanizmi, ki preprečijo različne 
stopnje razvoja faga po infekciji. Dva znana 
sistema izločanja fagov v bakterijah sta sistem 
zaustavitve infekcije (ang. 'abortive infection 
systems') ali Abi, in toksin-antitoksin sistemi ali 
TA. 
6.1 ABI SISTEMI 
Sistem zaustavitve infekcije prepreči 
razmnoževanje faga na račun okužene bakterije. 
Okužena bakterija se žrtvuje dovolj zgodaj v 
razvoju faga, da se iz celice sprosti le malo ali 
noben nov bakteriofag, kar pomaga ščititi 
kolonijo celic. Zato Abi lahko okarakteriziramo 
kot altruistično lastnost (Slika 11), ki služi 
preživetju bakterijskih populacij. Raziskave iz 
leta 2011 so pokazale, da je ta samomorilska 
strategija uspešna le v ustrezni prostorski 
strukturi kolonije (Fukuyo, 2012). Mehanizmi 
Slika 11: Koristi alturističnega Abi sistema 
(Fukuyo, 2012) 
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Abi sistemov so zelo raznoliki. V splošnem so Abi neaktivni proteini, ki jih aktivirajo fagi in 
njihova motnja esencialnih metabolnih procesov v celici. 
Prvi raziskan Abi sistem je bil rexAB. Ta je prisoten v fagu λ, ki okužuje E. coli. RexA je 
znotrajcelični senzor, ki aktivira RexB. RexB je v membrano vezan protein, ki vsebuje štiri 
transmembranske helikaze. Kompleks protein-DNA, ki je vmesna stopnja rekombinacije in 
replikacije bakteriofaga, aktivira RexA. Dva proteina RexA aktivirata RexB, ki tvori ionski 
kanal in depolarizira bakterijsko membrano. Znižanje količine znotrajceličnega ATP vodi v 
bakterijsko smrt in zaustavitev infekcije (Dy, 2014).  
Drugi sistem, opisan pri E. coli, je PifA, ki prepreči razmnoževanje virusa T4 na podoben 
način, kot deluje RexB. Gen pifA je del operona pifABC na plazmidu F, vendar je PifA edini 
izmed genov, ki omogoča odpornost na T4. Protein, ki ga gen kodira, se veže na 
citoplazemsko membrano bakterijske celice in vsebuje Walker-A/P-zanko, ki je povezana z 
vezavo ATP/GTP. Protein PifA aktivirata virusna proteina Gp1.2 in Gp10. PifA nato omogoči 
izgubo ATP iz celice z zmanjšanjem integritete bakterijske membrane (Dy, 2014). 
Za obrambo bakterij E.coli pred okužbo s fagom T4, lahko bakterije uporabljajo tudi sistema 
Lit in PrrC, ki dosežeta zaustavitev infekcije z inhibiranjem translacije. Lit je kodiran v e14 
profagu E. coli K12 in vsebuje cinkovo kovino-proteazno domeno ter razreže temperaturno 
nestabilen elongacijski faktor EF-Tu. EF-Tu je ključen za vezavo tRNA na ribosom in 
posledično esencialen za translacijo. Lit aktivira kapsidni protein Gp23. PrrC je 
endoribonukleaza, ki razreže tRNALys v njeni antikodonski zanki. Aktivnost nukleaze PrrC je 
utišana s fizično povezavo s proteinom EcoprrI, ki je del  sistema R-M tipa I . Fag T4 pa ima 
zapis za 26-aminokislinski peptid Stp, ki deluje kot inhibitor proteina EcoprrI in posledično 
aktivira PrrC. Razrez EF-Tu in tRNALys popolnoma zaustavi translacijo v celici, kar vodi v 
zaustavitev infekcije (Dy, 2014). 
AbiD1 je eden najbolje okarakteriziranih Abi sistemov v Lactococcus lactis. Ta sistem 
zaustavi infekcijo faga 936 in družine fagov c2. mRNA abiD1 je nestabilna in se ne povečuje 
med infekcijo z bakteriofagom. Translacija mRNA abiD1  je neučinkovita zaradi zanke, ki se 
tvori v iniciacijski regiji translacije. Vmesni protein faga bIL66, ki spada v skupino 936, se 
veže na iniciacijsko regijo translacije mRNA abiD1, kar jo stabilizira in aktivira translacijo 
proteina. AbiD1 blokira virusno endonukleazo ORF3, ki razrešuje razvejane DNA strukture 
med replikacijo virusne DNA. Encimi, ki razrešujejo razvejane DNA strukture, so v celici 
ključni za popravilo DNA in njeno podvojevanje (White, 1997). Inhibicija ORF3 zaustavi 
zorenje in pakiranje virusne DNA ter tako zaustavi razmnoževanje bakteriofaga. 
Abi sistemi tipa AbiA in AbiK omogočajo imunost na več družin virusov (936, c2 in P335),  
vendar mehanizem delovanja teh dveh sistemov in njuna aktivacija še nista znana. 
Bakteriofagi se temu sistemu izognejo z mutacijami v sak regiji, ki je odgovorna za 
rekombinazne proteine, ki popravljajo zlome v dsDNA (Dy, 2014). 
Poseben je mehanizem AbiZ, ki inhibira bakteriofag φ31 iz dužine P335. Ta mehanizem 
inducira celično lizo kot odziv na infekcijo s fagom. Odziv je pogojen z interakcijo med AbiZ 
in virusno-specifičnimi holinskimi in lizinskimi proteini. Aktivacija vodi v povečanje 
propustnosti celične membrane za vodo. Zaradi hitrosti bakterijske lize imajo fagi premalo 
časa, da bi se v celoti sestavili in posledično ne morejo naprej okuževati bakterij (Dy, 2014). 
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Večina proteinov Abi je za celico toksičnih in so posledično močno regulirani na 
transkripcijskem, translacijskem in post-translacijskem nivoju. Tako je odkritje Abi sistema 
ToxIN v Pectobacterium atrosepticum (Fineran, 2008) razkrilo, da so nekateri Abi 
kontrolirani na post-translacijskem nivoju z antitoksini, ki specifično nevtralizirajo toksične 
Abi, kar pa je vodilo v formacijo funkcionalnih sistemov TA (Dy, 2014). 
6.2 SISTEMI TOKSIN-ANTITOKSIN  
Sistemi TA navadno kodirajo gen za toksin, pred katerim je gen za antitoksin. Oba se 
prepisujeta iz skupnega promotorja. Toksini ovirajo različne celične procese, kot so 
translacija (npr. ToxN, MazF, RelE, HipA), replikacija (npr. CcdB, ParE) in formacija celične 
stene (npr. CbtA, PezT). Antitoksini nevtralizirajo svoje toksine na različne načine. Ob odzivu 
na določen dražljaj se antitoksini degradirajo in toksini lahko delujejo na svoje tarče, kar 
povzroči reverzibilno bakteriostatičnost ali celično smrt. Bakteriostatičnost je reverzibilna le v 
določenem časovnem okvirju, po tem sledi celična smrt (Page, 2016). 
Trenutno je znanih šest razredov TA sistemov (Slika 12). Ločijo se na podlagi mehanizmov, 
ki jih uporabljajo antitoksini, da nevtralizirajo delovanje toksinov. Produkt gena za toksin je 
navadno protein, produkt gena za  antitoksin pa nekodirajoča RNA (TA sistemi I in III) ali 
protein majhne molekulske mase (TA sistemi II, IV, V in VI). 
Slika 12: Različni tipi TA sistemov (Page, 2016) 
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6.2.1 TA sistemi tipa I in III 
TA sistemi tipa I imajo nekodirajočo RNA za antitoksin in protein za toksin. V teh sistemih se 
majhna regulatorna RNA (imenovana sRNA) veže z mRNA toksina, da prepreči njegovo 
translacijo. Pod normalnimi pogoji tvorba take dvoverižne molekule RNA prepreči vezavo 
ribosoma na RNA. Vezani nukleotidni zaporedji razgradi endoribonukleaza III. Pod stresnimi 
pogoji se zmanjša količina sRNA, kar omogoči, da se začne toksičen protein prepisovati. 
Toksini sami so kratki hidrofobni proteini, ki se vstavijo v membrano in v njej ustvarijo pore, 
kar vodi v izgubo membranskega potenciala in zaustavitev rasti celice (Page, 2016). 
V sistemih tipa III je antitoksin, podobno kot pri tipu I, majhna RNA molekula. Ta se ne veže 
na mRNA toksina, ampak se veže neposredno na toksin. Najbolje preučen toksin tega sistema 
je toxIN. ToxIN je endoribonukleaza, ki reže vse molekule mRNA v celici. Njegova aktivnost 
pa je inhibirana, ko se nanj veže toxI sRNA, ki zablokira aktivno mesto (Page, 2016). 
6.2.2 TA sistemi II, IV, V in VI 
TA sistemi tipa II so najbolje preučeni TA sistemi. Tu so antitoksini proteini. Navadno imajo 
dve domeni, ena veže DNA in druga veže in inhibira aktivnost toksičnega proteina pod istim 
promotorjem. Antitoksini se pogosto vežejo na promotorje lastnih operonov, da preprečijo 
svojo transkripcijo. V večini primerov delujejo kot ko-represorji. TA sistemi tipa II so 
regulirani s specifičnimi razlikami v življenjski dobi toksinov in antitoksinov. Antitoksini so 
močno dovzetni za proteolizo, medtem ko so toksini povsem stabilni. Posledično se 
antitoksini v odzivu na stres hitro razgradijo. Sledi zaustavitev rasti celice s strani toksinov. 
Toksini tipa II delujejo tako, da inhibirajo replikacijo ali translacijo. Večina toksinov je 
endoribonukleaz (Page, 2016). 
Pri tipu IV, podobno kot pri tipu II, sta tako antitoksin kot toksin proteina. Za razliko od 
sistema II pa tu proteina nikoli ne prideta v neposreden stik. Namesto tega toksin zaustavi rast 
bakterij tako, da se veže in inhibira polimerizacijo bakterijskih citoskeletnih proteinov MreB 
in FtsZ, kar prepreči celično delitev. Antitoksin deluje tako, da omogoča polimerizacijo in 
stabilizira citoskeletne filamente MreB in FtsZ (Page, 2016). 
Edini znan sistem tipa V je antitoksin GhoS. Je endoribonukleaza, ki ob normalnih pogojih 
reže mRNA toksina GhoT. Pod stresom pa je mRNA GhoS razgrajena s toksinom tipa II 
MqsR. To vodi v translacijo GhoT. GhoT je majhen hidrofoben peptid, ki poškoduje celično 
membrano. GhoST je primer sistema, ki je neposredno reguliran z drugim sistemom (Page, 
2016). 
Nazadnje odkrit tip VI sistema TA je sestavljen iz proteinskega toksina SocB in proteinskega 
antitoksina SocA. Toksin je kompetitiven protein, ki blokira replikacijsko podaljševanje z 
vezavo neposredno na gen za prepis DNA polimeraze III in izpodrine ostale vezavne proteine. 
Antitoksin SocA je proteolitični adaptorski protein, ki nevtralizira SocB tako, da aktivira 
njegovo degradacijo s ClpXP (Page, 2016). 
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7 INTERFERENCA SESTAVLJANJA VIRUSOV 
Zadnja stopnja obrambe bakterij pred fagi pa deluje na preprečevanju sestavljanja virusnih 
delcev. Pri grampozitivnih bakterijah najdemo s fagi inducirane kromosomske otoke (ang. 
'phage-inducible chromosomal islands') ali PICI, ki so molekularni paraziti z zmožnostjo 
interference reprodukcije določenih fagov. 
PICI so fagni sateliti v gostiteljevi DNA, ki zajedajo življenjske cikle specifičnih fagov. Po 
infekciji z določenim fagom ali indukciji SOS odziva (splošni bakterijski odziv na poškodbe v 
DNA) se zaradi sprostitve aktiviranega profaga iz gostiteljskega genoma genom PICI izreže 
in pomnoži z uporabo lastnega promotorja, nato pa se zapakira v infekcijske delce virusa, ki 
ga parazitira. To zaporedje dogodkov se imenuje cikel izreza-replikacije-pakiranja ali ERP 
(ang. 'excision-replication-packaging'). Veliko PICI kodira elemente, ki spremenijo kapsido 
virusa, da ustreza njihovemu manjšemu genomu. Nekateri pa preprosto uporabljajo 
nespremenjene kapside. Večina jih kodira lastno manjšo podenoto fagovega terminalnega 
kompleksa, ki usmerja specifično pakiranje genoma PICI. PICI so se razvili tako, da kodirajo 
le tiste funkcije, ki omogočajo njihovo sposobnost avtonomne replikacije in morfogeneze 
virusnih procesov, medtem ko močno ovirajo replikacijo parazitiranega faga. Te strategije 
omogočajo, da so elementi PICI zelo mobilni in pomembno prispevajo k horizontalnem 
prenosu genov med vrstami.(Penandes, 2015). Podobno kot pri Abi sistemih okužena celica 
umre kot posledica okužbe z bakteriofagom. Razmnoževanje faga pa je močno ovirano in 
zmanjšano, tako da večina infekcijskih delcev, sproščenih v lizi, vsebuje PICI gene namesto 
virusnih. 
Slika 13: SaPI ERP cikel (Penandes, 2015) 
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Najbolj raziskana podskupina PICI elementov so PICI elementi prisotni v Staphylococcus 
aureus, imenovani tudi SaPI. Vsi znani SaPI imajo par divergentno orientiranih odprtih 
bralnih okvirjev; str in stl. Oba kodirata motive značilne za regulatorje transkripcije. Stl je 
glavni represor življenjskega cikla SaPI. Veže se na divergentno regijo med genoma str in stl 
tako, da prepreči transkripcijo obeh. Aktivacija SaPI gena je odvisna od prisotnosti 
parazitiranega faga. Vključuje formacijo kompleksa glavnega represorja SaPI in v fagu 
kodiranega antirepresorskega proteina. To zagotavlja, da se SaPI aktivira le ob prisotnosti 
aktivnega faga, ki bo omogočil prenos SaPI. Vloga Str še ni znana, podatki kažejo, da regulira 
lastno transkripcijo (Seed, 2015). 
SaPI se podvojuje avtonomno. Moduli za replikacijo so sestavljeni iz primarnega gena (pri) in 
specifičnega gena rep. Rep omogoča prepoznavanje skupnega mesta začetka replikacije (ori). 
Splošna struktura replikacije (pri-rep-ori) je močno ohranjena med različnimi tipi SaPI. 
Replikacijo katalizira gostiteljeva DNA polimeraza, kar vodi v tvorbo več 100 kopij dolge 
molekule DNA, ki vsebuje več ponovitev iste sekvence. Ta pa je nato substrat za SaPi 
pakiranje (Pendades, 2015). 
Večina SaPI ima dva genska skupka, ki vsebujeta gene za modulacijo sestavljanja in pakiranja 
SaPI. Ločena sta z regijo, ki vsebuje z LexA-reguliran promotor in SaPI specifično pac 
mesto, na katerega se lahko veže SaPi-kodirana majhna terminalna podenota. Genski skupek 
navzgor od promotorja vsebuje ppi gen, ki je ključen za interferenco pakiranja DNA 
parazitiranega faga. V tem skupku sta navadno še en ali dva gena s trenutno še ne znano 
funkcijo. Drugi genski skupek, imenovan tudi operon I, leži poleg promotorja, reguliranega z 
LexA. Geni tega skupka so ohranjeni v vseh SiPI elementih in imajo različne vloge pri 
izkoriščanju parazitiranih fagov. Izvajajo preusmerjanje kapside (cmpA in cmpB), 
interferenco ekspresije bakteriofagnih genov (ptiA, ptiB, ptiM) in preusmerjajo mehanizme, 
ki pakirajo virusno DNA v kapside (terS) (Pendades, 2015). 
8 BREX 
Bakterijski geni, ki so vključeni v mehanizme odpornosti na fage, so večinoma zbrani na 
skupnih lokacijah v bakteriji. Ti skupki se imenujejo genomski obrambnih otoki in vsebujejo 
veliko še ne okarakteriziranih genov s potencialom zaščite pred virusi. Eden od teh je gen 
PglZ, za katerega so že v zgodnjih 80. letih ruski raziskovalci poročali, da povzroča odpornost 
na bakteriofage (Chinenova, 1982). Poimenovali so ga sistem omejitve rasti fagov ali pgl 
sistem (ang. 'phage growth limitation') Sistem pgl je sestavljen iz štirih genov (pglW,pglX, 
pglY in pglZ), ki omogočajo odpornost proti bakteriofagu φC31. pglW gen kodira serin / 
terionine proteinsko kinazo. pglX je adenin specifična DNA metiltransferaza, pglY nima 
znane funkcije in pglZ je alkalna fosfataza (Chaudhary, 2017). 
Raziskovanje razporeditve genov, ki vsebujejo pglZ, so pokazale, da približno 10% genoma 
vsebuje homologne gene. V večini primerov je bil gen pglZ del skupka šestih genov. Od teh 
genov, sta bila dva homologna pgl sistemu, bolj natančno pglZ in pglX. Drugi štirje geni so 
bili brxABCL geni, ki kodirajo RNA vezavni protein podoben NusB (brxA), majhen neznan 
protein (brxB), ATP-vezavni protein (brxC) in proteazo podobno Lon (brxL). Nov obrambni 
sistem so poimenovali BREX (ang.'Bacteriophage exclusion') (Chaudhary, 2017). 
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Odkrili so, da se šest BREX genov prepisuje skupaj v RNA, tako da brxA-brxB-brxC-pglX 
tvorijo eno podenoto in pglZ-brxL drugo podenoto transkripcije. To je močna podpora teoriji, 
da ti geni spadajo v en koherenten sistem. Ob okužbi bakterij, v katere so vgradili BREX 
gene, so bile le-te odporne na 7 od 10 izpostavljenih fagov. Mehanizem delovanja ni znan, so 
pa dokazali, da BREX inhibira replikacijo virusne DNA v okuženih celicah. BREX tako kot 
sistem R-M metilira gostiteljsko DNA, da se ta loči od virusne, le na drugem mestu. Za 
razliko od tega mehanizma pa BREX ne degradira ali reže virusne DNA, kar kaže da je 
BREX povsem nov obrambni mehanizem (Chaudhary, 2017). 
9 ZAKLJUČEK 
V procesu koevolucije so bakterije in bakteriofagi razvili veliko različnih strategij za obrambo 
drug pred drugim. Bakterije so razvile sisteme za borbo proti fagom. Preučevanje teh 
sistemov je močno prispevalo k napredku molekularne biologije in našemu razumevanju 
bakterijske evolucije. Predvsem je v ospredje izstopil CRISPR-Cas sistem, ki ima velik 
potencial na področju genskega inženiringa. 
Bakteriofagi pa se lahko hitro prilagodijo obrambnim mehanizmom gostiteljske celice ter 
preko horizontalnega prenosa genov reprogramirajo celotne populacije celic. V prizadevanju, 
da izkoristimo fage kot antimikrobne agente za biokontrolo ali zdravljenje bakterijskih 
bolezni, je nujno potrebno preučiti kompleksne evolucijske odnose in interakcije med fagi in 
njihovimi gostitelji. 
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